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摘 要 : 人 核糖 核酸 酶 抑制 因子 (human ribonuclease inhibitor, RI) 是 一 种 能 够 调节 核糖 核 


酸 酶 活性 的 酸性 包 浆 蛋白 。 通 过 构建 含 SUMO 、IF2、GST、NusA . MsyB. Trx 和 MBP 


融合 标签 的 重组 表达 载体 , 以 大 肠 杆 菌 BL21 (DE3 ) 作为 宿主 菌 进 行 自 诱 导 (auto-induction， 


AD 表达 ， 从 而 使 hRI 的 表达 量 得 以 提升 。 利 用 MagNi 磁 珠 纯化 及 电泳 分 析 hRI 的 表达 状 


况 ， 通 过 RNase/Sepharose 亲 和 层 析 获 得 纯度 较 高 的 蛋白 。 纯 化 后 获得 的 融合 蛋白 浓度 为 


由 


2960.513 mg/L， 与 其 它 公司 的 hRI 活性 进行 比较 ,检测 其 酶 活性 约 为 50 U/uL， 并 使 其 成 功 


用 于 RNA 的 保护 ， 为 NusA-hRI 的 应 用 提供 理论 依据 。 
关键 词 ， 人 核糖 核酸 酶 抑制 因子 ， 融 合 标 签 ， 诱 导 表 达 ; 磁 珠 纯化 ， 杀 和 层 析 
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Abstract: Human ribonuclease inhibitor (hRI) is an acidic pulping protein that regulates ri 
bonuclease activity . By constructing a recombinant expression vector containing SUMO, I 
F2, GST, NusA, MsyB, Trx and MBP fusion tags , E.coli BL21 (DE3) was used as a ho 
st strain for auto-induction (AI) expression, thereby the expression level of hRI is improve 
d. The expression of hRI was analyzed by MagNi magnetic bead purification and electrop 
horesis, and the protein with higher purity was obtained by RNase/Sepharose affinity chro 
matography.The concentration of the fusion protein obtained after purification was 2960.51 
3 mg/L, which was compared with other companies, and its enzyme activity was about 50 
U/uL, which was successfully used for RNA protection. Purely provide a theoretic-al basi 
s for the application of NusA-hRI. 

Key words: Human ribonuclease inhibitor ;Fusion tags; Auto-induction; Magnetic bead me- 
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人 核糖 核酸 酶 抑制 因子 (human ribonuclease inhibitor, hRD 是 许多 哺乳 动物 组 织 细胞 质 
提取 物 中 的 一 系列 相互 关联 的 核糖 核酸 酶 抑制 剂 之 一 ， 分 子 量 50 KDa. hRI 由 460 个 氨基 


酸 残 基 组 成 , 富 含 亮 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 残 基 ， 其 中 至 少 有 30 个 半 脱 氨 酸 的 药 基 以 还 原型 存在 ,还 
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原型 琉 基 是 保持 抑制 因子 正常 生物 学 活性 所 必需 的 记 。 其 抑制 效应 使 其 在 体外 转录 和 翻译 反 
应 中 在 RNA 完 整 性 的 保持 上 有 广泛 应 用 。 
本 研究 构建 了 含 SUMO, IF2. GST 以 及 NusA 等 不 同 融合 标签 的 八 种 重组 表达 载体 DB]， 


以 大 肠 杆菌 BL21 (DE3) 作为 宿主 菌 ,通过 自 诱 导 表 达 欠 及 利用 MagNi 磁 珠 纯化 品 ， 


RNase/Sepharose 亲 和 层 析 纯 化 最 终 筛 选 出 表达 量 高 的 重组 菌 NusA-hRI， 并 通过 单 因 素 及 


正 交 试验 优化 诱导 条 件 。 初 步 检 测 其 具有 抑制 RNase A 活性 , 防止 RNA 被 降解 6-5] 的 作用 ， 
为 核糖 核酸 酶 酶 抑制 剂 的 生产 及 应 用 提供 理论 基础 。 

1 ”材料 与 方法 

1.1 ”材料 与 试剂 


E.coli BL21 (DE3) 菌株 和 Trans I. 菌株 由 本 实验 室 提 供 。HiFi DNA RAM, DNA 


Marker, AJ Marker 北京 全 式 金 生物 技术 有 限 公 司 ，T4 DNA 连接 酶 、 限 制 性 内 切 酶 


BamHI、NotI NEB 公司 ; 二 令 苏 糖 醇 (DTT) 、 氢 葵 青 霉 素 ( AmpnD、 三 羟 甲 基 毛 基 甲 烷 


(Tris) Taraka 公司 ; NP40 Sigma 公司 ; 溶菌 酶 Amresco 公司 ; 核糖 核酸 酶 A 北京 沁 


源 惠 帜 生物 技术 有 限 公 司 ;  MagNi Protein Purification Kit 北京 诺 贝 奥 生 物 技术 有 限 公 司 。 


实验 所 用 质粒 均 由 本 实验 室 构 建 , 特性 如 下 : pNBEI-VII 均 为 Ampr 抗 性 , N 端 His-Tag , 


C 端 His-Tag， 分 别 含 融合 标签 SUMO、IF2、MBP、NusA、MsyB、GST、Trx ， 分子量 


分 别 为 13、19.6、40、55、16.1、32、17.3 kDa, pNBE VIII 7j Ampr 抗 性 ， 含 融合 标签 MBP, 
含 signal peptides， 分 子 量 40 kD, C iy His-TagP! 。 
1.2 ”仪器 与 设备 


T100 TM Thermal Cycler PCR. (X3: |. BIO-RAD 公司 ; Gds8000 凝 胶 成 像 仪 美国 Uvp 


公司 ; H2050R 台式 离心 机 湖南 湘 仪 实验 室 仪 器 开发 有 限 公 司 ;，DK-8D 电热 恒温 水 槽 、 


DHP-9162 恒温 培养 箱 上 海 一 恒 科 技 有 限 公 司 ; DZP-102 恒温 振荡 器 ”哈尔滨 东 联 电子 技 
术 开 发 有 限 公 司 。 
1.3 ”方法 


1.3.1 hRI 基因 的 扩 增 


引物 的 设计 通过 hRI 基因 在 Genbank 数据 库 中 报道 的 序列 及 所 用 载体 的 序列 决定 。 分 
别 于 上 上、 下游 引物 的 5 端 插入 了 BamH I 和 NotI 酶 切 位 点 。 上 游 引 物 Pl: 5'-TCC 


AGGGGCCCCTGGGATCCATGAGCCTGGACATCCAGAGC-3”， 下 游 引 物 P2: 5'"TGGTGC 
TCGAGTGCGGCCGCTCAGGAGATGACCCTCAGGGATG-3:， 引 物 被 送 到 上 海 生 工 生 物 有 
限 公司 进行 合成 。 以 全 基因 合成 的 hRI 基因 为 模板 ， 利 用 上 述 P1, P2 引物 进行 PCR 扩 
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增 。 通 过 196 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 得 到 的 产物 ， 并 通过 胶 回 收 重新 获取 基因 片段 ， 经 BamH 
I 和 Not I 酶 切 后 进行 柱 回 收 。 
组 表达 载体 的 构建 

通过 T4DNA 连接 酶 将 其 与 经 BamHI M NotI 酶 切 后 的 pNBE3C I- VII 表达 载体 相 
连 ， 得 到 重组 载体 pPNBE3CI~VII-hRI， 并 将 其 转化 至 瓦 co1ii Trans I. 克隆 感受 态 细胞 中 ， 于 
Ampr 抗 性 平板 涂 布 培养 。 经 过 菌落 PCR 和 酶 切 鉴定 筛选 阳性 单 克隆 菌落 ， 同 时 送 至 上 海 
生 工 生 物 有 限 公 司 进行 序列 测定 。 
1.3.3 ”重组 菌 的 自 诱 导 表 达 

将 测序 成 功 的 八 种 重组 载体 热 激 转 化 到 表达 感受 态 细胞 E.coli BL21 (DE3) 中 , F Amp! 
抗 性 平板 涂 布 培养 ， 挑 取 单 菌落 ， 于 Amp" 抗 性 的 ImL LB 液体 培养 基 中 接种 ，37 CHR 


培养 16 h, 再 以 干 分 之 一 的 接种 量 于 10 mL 自 诱 导 培 养 基 [9 中 接种 , 37 "C, 150 rpm/min H 


1.3.2 


limi 
mug 


诱导 6h, 20C, 150 rpm/min 培养 24h， 离 心得 到 沉淀 0，12% 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 观 
察 蛋 白条 带 。 
1.3.4 ”重组 蛋白 的 可 溶性 表达 检测 

取 1 mL 1.3.3 中 获得 的 菌 液 ，12000 rpm /min ，5 min 离心 ， 得 到 沉淀 ， 裂 解 后 过 夜 冻 
存 ， 融 化 后 按 MagNi 磁 珠 纯化 法 的 说 明 书 进行 操作 。 将 沉淀 、 上 清 、 穿 透 峰 及 洗 脱 液 B] 在 
12% 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 点 样 分 析 以 及 Bandscan 软件 分 析 蛋 白 表 达 量 ， 选 出 高 效 表 达 的 菌株 。 
1.3.5 ”融合 蛋白 hRI 的 自 诱导 表达 条 件 的 单 因素 试验 

选取 影响 自 诱导 表达 的 四 种 因素 : 温度 、pH、 接 种 量 、 瓶 装 量 进 行 单 因素 试验 ， 每 种 
试验 取 三 次 结果 平均 值 作为 最 终 数值 ， 得 到 最 佳 条 件 00。 
1.3.5.1 培养 温度 的 优化 

向 4 瓶 10 ml 灭 菌 后 的 自 诱 导 培养 基 中 加 入 4 种 成 分 及 Ampr， 以 干 分 之 一 的 接种 量 将 
菌 液 分 别 接种 ，37C 摇 床 培 养 测 得 600nm 分 光 光 度 值 0.2 左右 时 ， 将 其 放 至 16. 20. 25. 
30 'C 摇 床 培养 24 h ， 选 取出 最 适 温度 。 
1.3.5.2 初始 pH 的 优化 

向 4 瓶 初始 pH 分 别 为 5、6、7、8、9 的 10 ml 灭 菌 后 的 自 诱导 培养 基 中 加 入 4 种 成 
分 及 Ampr， 以 和 干 分 之 一 的 接种 量 将 菌 液 分 别 接种 ，37 "C, 150 rpm/min. 自 诱导 培养 6h， 
20'C, 150 rpm/min 培养 24h， 选 取出 最 适 pH。 
1.3.5.3 接种 量 的 优化 


向 4 瓶 10ml 灭 菌 后 的 自 诱导 培养 基 中 加 入 4 种 成 分 及 Ampr, 以 1%o、2%o、5%o、10%o、 


20%o(v/V) 的 接种 量 将 菌 液 分 别 接种 , 37. C, 150 rpm/min. 自 诱导 培养 6h, 20°C, 150 rpm/min 
培养 24 h， 选 取出 最 佳 接 种 量 。 
1.3.5.4 瓶装 量 的 优化 

向 4 瓶装 有 25、50、75、100、150 mL 灭 菌 后 培养 基 的 250mL 三 角 瓶 中 加 入 4 种 自 诱 


中 


FRIK Ampr， 以 二分 之 一 的 接种 量 将 菌 液 分 别 接种 ，37 C, 150 rpm/min. 自 诱导 培养 6 


h, 20'C, 150 rpm/min 培养 24 hn， 选取 出 最 佳 瓶 装 量 。 
1.3.6 正 交 试验 优化 培养 条 伯 

以 温度 、pH、 接 种 量 、 瓶 装 量 为 研究 对 象 进行 正 交 试验 ， 通 过 L9(34) 正 交 表 进 行 优 
化 ， 每 组 试验 重复 三 次 ， 确 定 最 佳 培养 条 件 00。 


表 1 正 交 试验 因素 水 平 表 
Table 1 Orthogonal test factor level table 


TT 


水 平 因素 
A/ 温 度 (°C) B/pH C/ 接 种 量 (%o) D/ 瓶 装 量 (mL/250) 
1 15 6 1 25 
2 20 7 2 50 
3 25 8 5 75 


1.3.7 裂解 菌 体 及 MagNi 磁 珠 纯化 
向 100 ml 灭 菌 后 的 自 诱导 培养 基 中 加 入 4 种 成 分 及 Amp", 以 干 分 之 一 的 接种 量 将 菌 液 


分 别 接 种 , 37C 摇 床 培养 6h，20C 培 养 24n， 离 心得 到 沉淀 。 加 入 含 50 mmol/L Tris-HCl pH 


8.0，1% 的 Triton-X 100，4%o 的 NP40 溶液 的 裂解 缓冲 液 及 浓度 1 mg/mL WARNE, 


浮 菌 体 。 放 于 -20C 过 夜 冻 存 , 取 出 于 37C 融 化 30min, 加 入 1% 的 500 mM Cacl, 1% 的 Img/ml 


DNase, 混 匀 后 放 于 37C 水 浴 30min, 取出 后 加 入 1/10 的 5M NaCI, 12000rpm, 离心 Smin 。 


收集 上 清 用 于 MagNi 磁 珠 纯化 。 


1.3.8 RNase/Sepharose 杀 和 层 析 纯化 0 


将 磁 珠 纯化 得 到 的 粗 蛋 白 在 含有 SmM DTTImM EDTA ,pH 6.4 ,45mM 的 磷酸 钊 缓冲 溶 
液 中 透析 两 次 ， 每 次 6h。 用 20 倍 柱 体积 的 该 缓冲 溶液 洗 脱 亲 和 层 析 柱 至 平衡 状态 ， 将 透析 
后 的 蛋白 上 样 吸附 ， 收 集 穿 透 峰 ， 用 20 倍 柱 体积 含 0.5M NaC 的 该 缓冲 溶液 洗 脱 杂 和 蛋白 ， 


100mM 乙酸 盐 缓 冲 溶液 ，pH 5.0, 3M NaCl,5mM DTT，lmM EDTA, 15% 甘油 洗 脱 目的 
蛋白 ， 收 集 洗 脱 液 SDS-PAGE 分 析 。 

1.3.9 纯化 后 的 hRI 的 浓度 测定 

将 纯化 后 的 蛋白 通过 PEG 2000 浓缩 ， 再 经 透析 除 盐 , 用 BCA 和 蛋白 浓度 测定 法 对 hRI 


浓度 进行 测定 ， 加 入 和 蛋白 储存 液 ， 冻 存 至 -20'C。 


1.4.0 融合 蛋白 NusA-hRI 的 活性 检测 


利用 NusA-hRI 抑制 RNA 酶 水 解 RNA 的 能 力 测 定 其 活性 Bl]。 以 M 公司 购买 的 RI 作对 


照 ， 将 不 同体 积 的 RI 融合 蛋白 加 入 到 含有 50mM Tris-Cl 缓冲 液 (pH7.4) ，50mM NaCl, 


10mM DTT 的 反应 混合 物 中 051， 加 入 5ng RNase A， 在 室温 孵育 10 分 钟 ， 加 入 1 ug 提取 的 


植物 总 RNA。 将 混合 物 20 ul Em FERE 10 分 钟 。 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 进行 RNA 电泳 ， 


^am 


通过 省 化 乙 锭 染色 显现 ， 将 电泳 条 带 用 Bio-1D 软件 进行 相近 性 分 析 。 
2 结果 与 讨论 
2.1 目的 基因 的 扩 增 


以 全 基因 合成 的 BRI 基因 为 模板 通过 PCR 扩 增 ， 在 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 上 可 以 看 到 一 


条 清晰 条 带 大 小 约 1383 bp (图 1) ， 同 期 望 目 的 片段 大 小 相符 。 
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*| 1 PCR. 3738 hRI 基因 

M: DNA 分 子 标 准 ; 1: hRI 基因 PCR 产物 。 
Fig. 1 PCR amplification of hRI gene 

M: DNA marker; 1: hRI gene PCR product. 


2.2 重组 质粒 的 鉴定 
2.2.1 菌落 PCR 


分 别 将 pNBE I~~VII 表达 载体 (图 2) 及 扩 增 出 的 hRI 基因 经 BamHI 和 NotI 酶 切 


后 ， 经 TaDNA 连接 酶 连接 ， 转 化 到 E. coli Trans I 中 ， 于 Ampr 抗 性 平板 涂 布 培养 ，37 C 


过 夜 培养 ， 每 种 载体 选取 4 个 阳性 菌落 做 菌落 PCR 检测 (图 3) ， 在 196 琼脂 糖 凝 胶 电 


泳 上 可 以 看 到 大 小 约 1383 bp 的 pNBE I— VIII. à 
确定 重组 表达 载体 构建 成 功 。 


um 


组 载体 目的 条 带 ， 同 期 望 大 小 基本 相符 ， 
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图 2 酶 切 检 测 重组 表达 载体 
M: DNA 分 子 标准 ; 1: PCR. 扩 增 的 hRI 基因; 2—9:BamH I 5i Not I. 酶 切 的 重组 载体 pNBE 
I— VIII. 
Fig.2 Detection of the recombinant expression vector by restriction enzyme digestion 
M: DNA marker; 1: PCR amplified hRI gene; 2-9: Recombinant vectors pNBE I to VIII digested 
with BamH I and Not I. 
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M12345678 910 111213 1415 16 
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图 3 菌落 PCR XjE8 
M: DNA 分 子 标准 ;1 一 4: 重组 质粒 pNBE I-hRI; 5 一 8: 32 


pap 


组 表达 载体 
日 质粒 pNBE I- hRI; 9— 
12: 重组 质粒 pNBEIII-hRI; 13~16: 重组 质粒 pNBE IV- PRI; 17 一 20: 重组 质粒 
pNBE V- hRI; 21-—24: 重组 质粒 pNBE VI- hRI; 25—28: 重组 质粒 pNBE VII- hRI; 
29—32: 重组 质粒 pNBE VII- hRI 
Fig.3 Detection of the recombinant expression vector by PCR 
M:DNA marker; 1—4: recombinant plasmid pNBE I-hRI; 5—8: recombinant plasmid pNBE 
II-hRI; 9-12: recombinant plasmid pNBE IIII-hRI; 13-16: recombinant plasmid pNBE 
IV-hRI; 17-20: recombinant plasmid pNBE V-hRI; 21-24: recombinant plasmid pNBE 
VI-hRI; 25-28: recombinant plasmid pNBE VII-hRI; 29-32: recombinant plasmid pNBE 


VIII- hRI 
2.3 重组 菌 的 自 诱导 表达 


lirl 


挑选 检测 成 功 的 菌株 ， 按 照 质粒 提取 试剂 盒 方法 提取 质粒 ， 将 其 转化 至 表达 感受 态 
细胞 E.coli BL21 (DE3) F, mcis 


株 接 种 后 自 诱导 培养 收集 沉 洗 ，12% R A B 


胺 凝 胶 电泳 显示 〈 图 4) ， 重 组 菌 


BL21 (DE3) /pNBE I-hRI, BL21 (DE3) /pNBE NI- 
hRI . BL21 (DE3) /pNBE IV- hRI, BL21 (DE3) /pNBE V- hRI 表 达 的 融合 蛋白 与 期 望 
基本 一 致 ， 大 小 分 别 为 63、90、105、66.1KDa。 
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4 hRI 诱导 表达 的 12% 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 分 析 
M: ERAT T E: 18: 分 别 为 载体 pNBE I~~VII 的 自 诱导 表达 的 重组 菌 
Fig. 4 Analysis of hRI I induced expression of 1296 polyacrylamide gel 
M: protein marker; 1 to 8: self-inducible recombinant strains of vector pNBE I to VIII, 
respectively 


2.4 重组 蛋白 的 可 溶性 表达 鉴定 

对 1.3.3 中 得 到 的 沉淀 通过 MagNi 磁 珠 纯化 ,对 各 重组 菌 表达 可 溶性 BRI 的 状况 进 
行 检测 ,通过 1296 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 可 以 看 出 (图 5)， 重 组 菌 BL21(DE3) /pNBE 
I- hRI, BL21 (DE3) /pNBE III- hRI, BL21 (DE3) /pNBE IV- hRI、 BL21 (DE3) /pNBE 
V- hRI. 经 过 洗 脱 后 蛋白 条 带 与 期 望 值 大 小 相符 ， 和 蛋白 表达 量 分 别 为 37.17%、32.99%、 
42.63%、29.18%， 其 余 四 种 重组 菌 未 表达 可 溶性 蛋白 ,并 且 从 条 带 上 看 杂 和 蛋白 含量 最 少 
的 是 重组 菌 BL21 (DE3 ) /pNBE IV- hRI， 重 组 蛋白 NusA-hRI 表达 量 偏 高 ， 大 小 约 105 
kDa， 同 期 望 的 分 子 质 量 大 小 基本 一 致 。 接 下 来 优化 此 重组 菌 的 培养 条 件 ， 使 其 表达 量 


M1314 15161718 19202122 2324 


M 25 26 2728 29 30 31 32 


(c) 
ShRI 可 溶性 表达 的 1296 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 分 析 


M: 


3, 7, 11, 15, 19, 23, 27, 31: 


蛋白 分 子 标准 ; 1, 5,9, 13, 17, 21, 25, 29: 分 别 为 表达 载体 pNBE I~VIII 的 重组 菌 
后 沉 ; ue 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30: 分 别 为 表达 载体 pPNBE I- VIII. 的 习 
分 别 为 表达 载体 pNBE I~VII 重组 菌 
20, 24, 28, 32: 分 别 为 表达 载体 pNBE I- VIII 


重组 


E 组 菌 裂解 后 上 清 ; 
纯化 的 穿 透 ; 4, 8, 12, 16, 
菌 纯化 的 洗 脱 。 


裂解 


Fig. $ Analysis of soluble expression of hRI by 12% polyacrylamide gel 
M: protein marker; 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 29: precipitated by recombinant plasmids 
expressing the vector pNBE I-'VIII, respectively; 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30: The supernatant 
of the recombinant plasmid pNBE I-VIII was cleaved; 3, 7, 11, 15, 19, 23, 27, 31: 
respectively, the penetration of the expression vector pNBE I- VIII recombinant bacteria; 4 , 
8, 12, 16, 20, 24, 28, 32: elution of the purified recombinant plasmid pNBE I-VIII, 


respectively. 


2.5 SHE hRI 自 诱导 表达 条 件 优化 


2.5.1 单 因素 试验 

选取 对 菌 体 生长 影响 较 大 的 温度 、pH、 接 种 量 、 瓶 装 量 进行 单 因 
平 及 结果 见 表 2。 

荔 体 密度 虽然 随 着 温度 升 高 而 变 大 , 但 是 蛋白 表达 量 及 ) 


素 实验 ， 各 因素 水 


会 降低 , 所 以 207 为 最 


437.113mg/L; 瓶装 量 越 大 ， 深 全 


佳 诱导 温度 ， 此 时 蛋白 产量 是 
mL/250 mL 是 最 佳 瓶装 量 ; f 


所 量 就 会 越 小 ， 


所 以 50 


掉 白 产量 为 587243mg/L; 接种 量 和 pH 对 蛋白 表达 影响 较 


小 ， 在 接种 量 2960, pH 为 7 时 蛋白 产量 最 高 ， 分 别 是 546.339 mg/L . 542.011 mg/L. 
表 2 培养 条 件 单 因素 实验 设计 及 结果 
Table 2 Single factor experimental design and results of culture conditions 
因素 水 平 菌 体 密度 (OD ) EAREN) EA (mg/L) 
温度 16 1.56 30.12 305.272 
Temperature 20 1.82 38.37 437.113 
(*C) 25 2.03 37.13 418.720 
30 2417 35.88 407.335 
5 2.42 49.17 534.322 
6 2.56 51.22 541.270 
pH 7 2.50 53.70 546.339 
8 2.03 52.91 540.433 
9 2.33 49.03 531.701 
1 2.92 46.42 535.133 
接种 量 2 3.03 50.07 542.011 
Inoculum size 5 3.37 55.97 539.228 
(960) 10 3.52 43.31 526.970 
20 3.66 34.88 462.034 
25 2.99 52.55 562.020 
瓶装 量 50 3.28 57.14 587.243 
Bottled volume 75 3.11 56.98 577.312 
(mL/250 mL) 100 3.08 54.77 543.098 
150 2.97 49.13 506.771 
2.5.2 正 交 试 验 优化 
从 表 3 可 以 看 出 ，RA>Rp >Rc >Re， 说 明 影 响 该 蛋白 产量 的 大 小 顺序 为 : ABE. X 
装 量 、 接 种 量 、pH。 从 表 4 可 以 看 出 ， 影 响 该 重 白 产量 的 各 因素 显著 性 次 序 为 温度 > 族 
装 量 > 接种 量 >pH， 其 中 温度 有 极 显著 影响 ， 瓶 装 量 和 接种 量 有 显著 性 影响 。 通 过 正 交 
试验 得 到 自 诱 导 培 养 条 件 的 最 佳 组合 为 AzDzC3B3， 但 正 交 设计 表 中 并 没有 该 组 合 的 试 
验 ， 因 此 ， 我 们 补充 该 组 试验 ， 测 得 蛋白 产量 为 723.337 mg/L。 综 合 来 看 ， 得 到 最 住 诱 
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导 培 养 条 件 : 温度 20° C. pH 8、 接 种 量 5%。、 装 瓶 量 50 mL/250 mL. 


表 3 Le (39 正 交 设 计 表 及 结果 分 析 
Table 3 Lo (3^) orthogonal design table and interpretation of results 


试验 序号 A/ 温 度 (*C) ^ B/pH C/ 接 种 量 D/ 装 瓶 量 蛋白 产量 (mg/L) 
(%o) (mL/250 mL) 

1 1 1 1 1 518.33540.011 

2 1 2 2 2 546.431--0.002 

3 1 3 3 3 512.78540.003 

4 2 1 2 3 583.2134-0.005 

5 2 2 3 1 687.236+0.009 

6 2 3 1 2 654.112+0.002 

7 3 1 3 2 623.621+0.003 

8 3 2 1 3 503.901+0.007 

9 3 3 2 1 584.097--0.002 
蛋白 产 K1 1577.55 1725.17 1676.35 1789.67 
5 K2 1924.56 1737.51 1713.74 1824.16 
s K3 1711.62 1750.99 1823.64 1599.90 
(ng/L) 极 差 R 347.01 25.82 147.29 224.26 


表 4 正 交 试验 方差 分 析 表 
Table 4 variance analysis table of orthogonal test 


因素 离 差 平 方 和 自由 度 F 比 P 值 显著 性 
温度 20414.941 2 183.564 0.0054 ** 
pH 111.214 2 1.000 
接种 量 3907.999 2 35.139 0.0277 
瓶装 量 9721.893 2 87.416 0.0113 * 
误差 111.214 2 


iE: Foos (2,2) =19.000; * 显著 差异 (P<0.05) ; ** 极 显著 差异 (P<0.01) 。 
Attention: Fo.os (2,2) =19.000; * significant differences (P«0.05) ; ** extremely significant 
differences (P«0.01) 。 


2.5.3 MagNi 磁 珠 纯化 

取 10mL 裂解 冻 融 后 离心 得 到 的 上 清 液 进行 磁 珠 纯化 , 通过 12% 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 
可 以 看 出 。 穿 透 中 有 极 少量 hRI， 但 漂洗 中 几乎 看 不 到 蛋白 条 带 ，, 证 明 蛋 白 与 磁 珠 结合 
情况 较 好 , 收集 洗 脱 蛋白 只 有 一 条 大 小 为 是 105 KDa 的 清晰 带 , 同期 望 一 致 , 纯化 量 高 。 


M 1 2 3 4 56 7 8 9101112 


A 


6 磁 珠 纯化 hRI 的 1296 ZEE b 


M: 蛋白 质 分 子 标准 ，1: 菌 体 裂解 后 的 沉淀 ;2: 菌 体 裂解 后 的 上 清 ; 3: 纯化 穿 透 峰 ; 


4—7: 纯化 杂 和 蛋白 漂 洗 ，8 一 12: 第 1 次 到 第 5 次 分 批 次 洗 脱 得 到 的 hRI。 
Fig.6 12% polyacrylamide gel mas of hRI purified by magnetic beads 


M: protein marker; 1: precipitation after bacterial cell lysis; 2: supernatant after bacterial cell 
lysis; 3: purification breakthrough peak; 4-7: purification of protein rinsing; 8-12: the hRI 


obtained by sub-batch elution from first to fifth. 


2.5.4 RNase/Sepharose. 亲 和 层 析 纯 化 


将 收集 的 各 阶段 洗 脱 液 进行 12% 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 析 , 确定 第 二 个 峰 为 目标 蛋 


吸光 值 CAD 


20 70 150 200 230 250 260 280 300 330 370 400 430 470 


缓冲 液体 积 (ml) 


7 RNase/Sepharose 亲 和 层 析 纯 化 
Fig. 7 purification of RNase/Sepharose affinity chromatography 
2.5.5 重组 蛋白 NusA-hRI 的 浓度 测定 


将 纯化 后 的 融合 和 蛋白 NusA-hRI 进行 聚 乙 二 醇 浓 缩 及 透析 除 盐 , 通过 BCA 法 测定 


其 浓度 为 2960.513 mg/L. 
2.5.6 融合 蛋白 NusA-hRI 的 活性 检测 


本 实验 以 M 公司 购买 的 RI 作对 照 ， 通 过 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 可 以 看 出 ， 加 入 M A 
司 购 买 的 RI 超过 luL 时 ，RNA 不 会 降解 ， 纯 化 后 的 NusA-hRI 加 入 超过 0.8hL 时 ，RNA 


不 会 降解 。 通 过 Bio-1D 软件 进行 相近 性 分 析 可 得 , 第 2-10 条 带 与 1 号 条 带 的 相近 


J4 


分 别 约 


为 18%、30%、30%、98%、98%、30%、50%、98%、98%。 通 过 M 公司 购买 的 RI 对 比 ， 


可 得 酶 活力 大 约 为 50 U/uL. 


8  hRI 酶 活性 检测 
M: DNA 分 子 标准 ; 1: 提取 的 植物 叶片 RNA; 2-6: 加 入 体积 分 别 为 0.4. 0.6. 0.8. 


1.0. 1.24 的 M 公司 的 RI; 7~10: 加 入 体积 为 0.4、0.6、0.8、1.0ul 的 hRI。 
Fig. 8 detection of hRI enzyme activity 
M: DNA marker; 1: extracted plant leaf RNA; 2-6: added RI of M company with volume of 
0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2hl respectively; 7-10: added hRI volume of 0.4, 0.6, 0.8, 1.0ul. 


3 结论 
本 实验 构建 了 含 SUMO, IF2. GST. NusA . MsyB, Trx 和 MBP 融合 标签 的 重组 表 
达 载 体 , 通过 磁 珠 纯化 法 检测 可 溶性 表达 情况 外 最 终 筛 选 出 表达 量 高 的 重组 菌 BL21(CDE3) 


(pNBE IV- hRI), 通过 单 因 素 及 正 交 试验 确定 最 佳 自 诱导 条 件 : 37C 培 养 6h, 20'C 培 养 24 h、 


pH 8、 接 种 量 5%。、 装 瓶 量 50 mL/250 mL 。 通 过 磁 珠 纯化 法 检测 并 通过 RNase/Sepharose 
亲 和 层 析 得 到 表达 量 高 的 融合 蛋白 NusA-hRI， 浓 缩 脱 盐 后 利用 BCA 法 测定 其 浓度 为 
2960.513 mg/L。 利 用 NusA-hRI 抑制 RNA 酶 水 解 RNA 的 能 力 测定 其 活性 , 得 到 的 融合 蛋白 
酶 活 约 为 50 U/uL. 
为 了 实现 NusA-hRI 的 可 溶性 表达 ， 本 实验 利用 融合 标签 构建 表达 载体 09， 选 取 BL21 
(DE3) 作为 宿主 菌 及 采用 低温 诱导 09。 通 过 上 述 实 验 可 以 看 出 ,温度 对 蛋白 的 诱导 表达 及 
包涵 体 的 形成 有 极 显著 影响 , 所 以 低温 诱导 有 利于 促进 蛋白 可 溶性 表达 。 但 因 和 蛋白 质 性 质 不 


同 ， 促 进 可 溶性 表达 的 方法 自然 不 同 ， 所 以 使 hRI 达到 最 高 表达 量 的 方法 还 需 深 入 探索 。 
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